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(57) Abstract 



The invention relates to retroviral vectors based on feline foamy viruses (FeFV) for introducing a desired expressible DNA into 
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(57) Zusammenfassung 

Beschrieben werden retroviral^ auf felinen Foamyviren (FeFV) basierende Vektoren zur Einfilhrung einer gewunschten, exprimier- 
baren DNA in eine Siiugerzelle. Ein Beispiel des erfindungsgemaBen Vektors ist ein Vektor, der die Expression von neutralisierenden 
Epitopen des felinen fmmundefizienzvirus (FIV) in der Katze oder des menschlichen Immunde ft zienz virus (HIV) im Menschen und damit 
eine wirksame Vakzinierung erlaubt. 
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FOAMY-VIRUS-VEKTOREN ZUR EXPRESSION VON FREMDGENEN IN 

SAGERN UND DEREN VERWENDUNG 



Die vorliegende Erfindung betrifft retrovirale, auf Foamy 
Virus (FV) / Spumavirus basierende Vektoren zur Einfiihrung einer 
gewiinschten, expr irai erbar en DNA in Saugerzellen und 
Saugetiere, wobei der retrovirale Vektor folgende Sequenzen 
umf a£t : Eine erste DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript 
eines Teils eines felinen FV (FeFV) entspricht, und eine 
zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien erlaubt . 
Die vorliegende Erfindung betrifft auch diese Vektoren 
enthaltende Arzneimittel . 



Retroviren sind RNA-Viren, bei denen die viralen Gene von 
einem einzelstrangigen RNA-Molekiil codiert werden . Nach 
Eintritt in die Wirtszelle wird die virale RNA iiber reverse 
Transkript ion in ein doppels trangiges DNA-Molekiil umgewandelt, 
im AnschluS daran gelangt diese DNA in den Nucleus und 
integriert sich in das Wirtsgenom als sogenanntes Provirus, 
das wiederum die Matrize fur die Expression viraler Gene und 
die Synthese von Virion-RNA ist. Die viralen Genprodukte und 
die Virion-RNA lagern sich zu einem intakten Virion zusammen, 
das dann die Zelle wieder verlassen und neue Zellen infizieren 
kann. In der Vergangenhei t konnte gezeigt werden, daf> es 
mittels Retroviren moglich ist, Fremd-DNA in einen gewiinschten 
Organismus einzuschleusen und dort auch zur Expression zu 
bringen. Somit bieten sich Retroviren grundsat z 1 ich als 
Vehikel fur eine Gentherapie an. Allerdings waren die damit 
bisher erzielten Erfolge noch nicht zuf r iedenstel lend , da in 
der Regel die bei der Behandlung von Tier en bzw . Menschen 
verwendeten retroviralen Vektoren mar eine geringe Effizienz 
aufweisen. Besonders die qualitativ ungeniigende und zeitlich 
limitierte Expression des therapeu t i schen Gens stellen 
we sent 1 iche Limiti erungen der derzeitigen r e t r ovi ral en 
Vektoren dar (Anderson 1998, Nature 392, 25). 
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Somit liegt der Erfindung im wesentlichen das technische 
Problem zugrunde, einen viralen Vektor berei tzus tel len , mit 
dem ef f izient heterologe Gene in einen gewtinschten Sauger, 
beispielsweise Katze oder Mensch, eingefuhrt und effizient 
exprimiert werden konnen . 



Die Losung dieses technischen Problems wurde durch die 
Bereits tellung der in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Ausf uhrungsf ormen erreicht . 



Es konnte gezeigt werden, da£ mit tel s eines auf einem felinen 
Foamyvirus (FeFV) basierenden Vektors gewunschte heterologe 
Gene effizient in einen gewiinschten Sauger eingefuhrt werden 
konnen und dort auch exprimiert werden. Die Vorteile eines auf 
dem felinen FV basierenden Vektors beruhen vermutlich auf 
dessen Replikationsmechanismus, der sich von dem anderer 
Retroviren unterscheidet . Bespielsweise weisen FeFV einen 
internen Promotor zur Expression der regulatorischen "bel"- 
Gene auf, die fur die Replikation des Virus erforderlich sind. 
Die Expression der " Pol " -Proteine erfolgt zudem liber eine 
gespleiEte RNA und nicht als Teil eines "Gag-Pol"- 
Fusionsproteins . Da das FeFV eine produktive und lebenslang 
per s i s t i er ende Infektion der Katze mit permanenter 
Antigenexpression induziert, verfiigt das FeFV intrinsisch uber 
Mechanismen, die oben genannten Mangel bekannter Vektoren zu 
uberkommen. Weiterhin sind Spumaviren physikalisch relativ 
stabil (minimale Titerreduktion bei Lagerung bei 4°C) , sie 
weisen eine geringe genetische Variation auf, haben eine hohe 
Insertionskapazitat und gelten als apathogen; Charakteris t ika , 
die die Anwendung als retrovirale Vektoren begunstigen. 

Zur Herstellung eines beispielhaf ten Vektors wurde das gesamte 
Genom von felinem FV (FeFV) von den Nukleotidposi tionen 17 bis 
zum 3 ' LTR in den prokaryontischen Vektor pATl53 in sequen- 
tiellen Schritten zwischen die EagI- ( 5 ' LTR) und die Clal- 
(3 'LTR) Restriktionsschnittstellen eingefiigt. Am 5 '-Ende des 
viralen DNA-Inserts befinden sich dabei verschiedene 
eingefugte Restriktionsschnittstellen. Diese rekombinante DNA 
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ist z.B. in E. coli K12 genetisch stabil. Die biologische 
Aktivitat der rekombinanten FeFV-DNA (Expression infektidser 
Virionen) wurde nach Transf ektion in permissive Zellen (CRFK) 
liberpruft und es zeigte sich, da£ inf ektidse Virionen gebildet 
wurden. Diese unterschieden sich in ihrer Genexpression nicht 
von dem Ausgangsisolat (nicht-kloniertes FeFV) . Dariiber hinaus 
konnte gezeigt werden, daE bei Verwendung dieses viralen 
Vektors, bei dem DNA-Sequenzen , die fur* Neutralisations- 
relevante Epitope des Env - Ober f 1 achenpr o t eins eines 
serologisch distinkten, genetisch verschiedenen FeFV-Isolats 
insertiert wurden, diese heterologen Domanen in transf i zierten 
Zellen in funktionell aktiver Weise exprimiert wurden. 

Somit betrif ft eine Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
einen retroviralen Vektor zur Einfiihrung einer gewiinschten, 
exprimierbaren DNA in eine Saugerzelle, wobei der retrovirale 
Vektor folgende Sequenzen umf a£t : Eine erste DNA-Sequenz, die 
dem reversen Transkript mindestens eines Teils eines felinen 
FV-Genoms entspricht, und eine zweite DNA-Sequenz, die die 
Propagation in Bakterien und somit die effiziente und 
gerichtete genetische Modifikation erlaubt . 

Ein weiterer Bestandteil des Vektors ist ggf . eine gewunschte, 
expr imierbare Fremd-DNA/ therapeutisches Gen. 

Der hier verwendete Ausdruck w . . .reverses Transkript 
mindestens einem Teil eines FV-Genoms entsprechend" betrifft 
jede FV-DNA, die noch in der Lage ist, alle Funktionen des FV- 
Vektors , die fur die Insertion der Fremd-DNA und deren 
Expression notig sind, zu gewahrleisten . 

Der hier verwendete Ausdruck "Sequenz, die die Propagation in 
Bakterien erlaubt", betrifft Sequenzen, die einen "ori" fur 
die Replikation in Bakterien, ein Markergen und/oder 
Resistenzgen enthalten. Beispielsweise kann eine solche 
Sequenz aus pATl53 (Twiggs und Sherrat , 1980, Nature 283, S. 
216) stammen. 
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Von den Erfindern wurde herausgef unden , da£ zwei Arten von 
genetischer Modifikation bzw. Vektortypen vorteilhaft sind: 

1) selbst-replizierende, replikationskompetente Vektoren, 
bei denen die Insertion heterologer Gene die 
Replikationsf ahigkeit nicht beeintrachtigen und die im 
therapeut ischen Wirt replizieren konnen. Bei den selbst- 
repli zierenden Vektoren ist keine Packaging-Zel linie oder 
ein Helfervirus notwendig; 

2) repl ikationsdef ekte Vektoren, bei denen z.B. die gesamten 
Strukturgene (gag, env, pol) durch die Fremd-DNA ersetzt 
warden. Die Vir ionenbi ldung erfolgt in sog. Packaging- 
Zellinien, die alle deletiert en Funktionen in trans zur 
Verfugung stellen (gag, env, pol) . In diesen Vektoten 
sind die fur die Verpackung der Genome und Expression der 
Fremd-DNA notwendigen cis-Sequenzen erhalten. 

Spumaretroviren/Foamyviren gelten allgemein als apathogen, 
obschon sie unter bestimmten experimentellen { artif iziellen) 
Bedingungen ( transgene Mause) Krankheiten auslosen konnen. Die 
"apparente Apathogeni tat " von Foamyviren ist einer ihrer 
groSen Vorteile als retroviraler Vektor . Bei alien selbst- 
repli zierenden FeFV-Vektoren sollte j edoch bevorzugt der 
starke Bel 1-Transaktivator zumindest funktionell inaktiviert, 
vorzugsweise aber komplett deletiert sein. 

Die in die er f indungsgemafeen Vektoren einbringbare Fremd-DNA 
unterliegt keiner Beschrankung und es sind prinzipiell alle 
Krankhei ts-relevanten Gene moglich. Beispiele fur Fremd-DNA 
(auch heterologe Gene oder therapeutische Gene genannt) sind 
Immunmodulatorische Gene zur Aktivierung oder 
Suppression von Immunreaktionen im Zuge von Anti- 
Krebs therapien , z.B. Inter leukin-2 , -1, -10 etc., 
gamma- Interferon , Tumor Nekrosis Faktor, spezielle 
Tumor an ti gene 

Suizidgene zur spezifischen Destruktion der 
entsprechend infizierten Zellen, z.B. HSV Thymidin- 
Kinase, E. coli Cytosin Deaminase, Polynukleosid- 
Phosphorylase 
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f unktionell intakte Gene zur Substitution 
funktionell defekter Gene im Zuge der somatischen 
Gentherapie , 

Expression von trans -dominant negativen Mutanten- 
Proteinen, die inhibitorisch im Rahmen der "pathogen 
derived resistance" oder " intrazellularen 
Immunisierung " eingesetzt werden, 

Gene, deren Proteinprodukt aus transgenen Tieren in 
geeigneter Form in technisch/ indutriellem Mafestab 
insoliert und gereinigt werden kann, z.B. Faktor X 
der Blutgerinnung oder dgl . 

Erf indungsgemafe handelt es sich bei dem retroviralen FV-Vektor 
um einen Vektor bei dem das Genom des felinen Foamyvirus 
(FeFV) verwendet wurde. Dabei kann es sich um einen Vektor 
handeln, bei dem die erste DNA-Sequenz die FV-DNA-Sequenz des 
Vektors FeFV-7 ist. Dieser Vektor wurde als Plasmid pFeFV-7 
bei der DSMZ , Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig am 23. 
November 1998 unter DSM 12514 hinterlegt . 

Die erste DNA-Sequenz des Vektors kann sich jedoch von der 
DNA-Sequenz des Vektors pFeFV-7 unterscheiden und lediglich 
von ihr abgeleitet sein. Der FeFV-Anteil des Plasmids kann 
bei spi el sweise in der Weise modifiziert sein, daS er 
entsprechend den Anf orderungen des Vektorkonzepts (selbst- 
repl i zierender oder replikationsdef ekter Vektor) genetisch 
verandert wird und die Fremd-DNA (oben auch als heterologes 
Gen bzw . ther apeu t i sches Gen bezeichnet) unter der 
transkript ionel len Kontrolle des FeFV oder eines heterologen 
Promotors insertiert wird. Beispielsweise kann sich die erste 
DNA-Sequenz auch von der des erfindungsgemaSen Vektors pFeFV-7 
beziiglich der Lange unterscheiden, oder verschiedene Nukleo- 
tidadditionen, -deletionen oder substi tutionen aufweisen, 
beispielsweise von einem anderen Feldisolat von FeFV stammen, 
solange die gewiinschten Eigenschaf ten des Virus, 
beispielsweise hinsichtlich Inf ektios i tat , Replikation, 
Insertion und Expression der Fremd-DNA fur die gewiinschten 
erf indungsgemaSen Zwecke erhalten bleiben. Der Fachmann kann 
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mittels ublicher Methoden, beispiel swei se den in den 
nachf olgenden Beispielen oder in Winkler et al . , J . Virol . 71 
(1997), 6727-6741, angegebenen Verfahren bestimmen, ob die fur 
die Herstellung des retroviralen FeFV-Vektors verwendete DNA- 
Sequenz noch die erf orderlichen Bedingungen erfiillt. Daruber 
hinaus konnen allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte 
Verfahren zur Konstruktion der erf indungsgemaSen retroviralen 
Vektoren verwendet werden. Zu diesen Verfahren zahlen 
beispieisweise ubliche in vi tro-Rekombinat ions techniken , syn- 
thetische Verfahren, sowie in vivo-Rekombinat ionsverf ahren . 

Die gewtinschte, zu exprimierende Fremd-DNA kann an jeder 
Stelle des FV-Genoms inseriert werden, vorausgesetz t , da£ 
dadurch deren Expression gewahr lei s te t ist, sowie die 
gewiinschten Eigenschaf ten des FV (beispieisweise selbts- 
replizierender oder replikationsdef ekter Vektor) erhalten 
bleiben. Prinzipiell kann die Fremd-DNA an jeder Stelle des 
FeFV-Genoms insertiert werden. Es sollte allerdings so sein, 
da£ der FeFV-Anteil immer noch in dem oben angesprochenen 
Sinne ( selbst-repli zierender/repl ikations-def ekter Vektor) 
aktiv ist. Vorzugsweise wird die Fremd-DNA- Sequenz zwischen 
den 5 'LTR-Bereich und den 3 'LTR-Bereich inseriert. Bei selbst- 
repli zierenden Vektoren konnen heterologe Sequenzen in die 
Gag, Env und Bel2-Gene bzw. in definierte Teile der 3 ' -LTR 
eingefligt werden, bei repl ikations-def ekten Vektoren werden 
bevorzugt die Gag, Pol, Env und akzessor ischen/ regulatorischen 
Gene durch die zu exprimierende Fremd-DNA ersetzt. Urn eine 
effiziente Expression der Fremd-DNA- Sequenz zu erhalten, ist 
es erforderlich, diese so in den FV-Vektor zu inserieren, dafi 
sie mit geeigneten transkriptionellen Kontrollsequenzen 
funktionell verkniipft vorliegt. Geeignete, fur die Expression 
in Saugern geeignete Kontrollsequenzen (d.h. Promotor- 
und/oder Enhancer-Sequenzen ) sind dem Fachmann bekannt . Als 
Promotoren sind die dem Fachmann bekannten Promotoren 
verwendbar . Diese umfassen beispieisweise 

den genetisch modi fi zier ten FeFV LTR-Promotor oder 

den internen Promotor 

konstitutiv aktive Promotoren, z.B. HSV-tk, CMV-IE 
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zellulare housekeeping Promotoren, z.B. beta-Actin, 
GADPH 

zell typ-spezi f ische Promotoren fur die Expression in 
haematopoetischen Zellen, dem ZNS , der Leber, Niere 
etc . 

induzierbare Promotoren, z.B. Insulin-, Corticoid-, 
Stress-, Ostrogen-abhangige Promotoren 
virus-aktivierbare Promotoren, z.B. HIV LTR fiir 
intrazel lulare Immunisierungen 

Promotoren, die durch etablierte Therapeutika 
aktiviert werden (Tamoxifen etc.) 

In einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form enthalt der 
retrovirale FV-Vektor auSerdem ein Gen, das einen 
nachweisbaren phanotypischen Marker codiert. Dies erlaubt die 
Uberpruf ung einer erf olgreich verlauf enen Trans formation der 
gewiinschten Zielzelle. Geeignete Markergene sind 
beispielsweise : 

S-Galactosidase 

Resistenzgene gegen Neomycin, Hygromycin, Zeonin 
etc . 

(humanisiertes ) green fluorescent Protein GFP 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Plasmid, das den 
erf indungsgemafien FeFV-Vektor enthalt. Das Plasmid kann 
beispielsweise in E. coli, z.B. E. coli JM 109 oder DHSoc , 
vermehrt werden und aus diesen direkt isoliert werden. 

Verfahren zur Transformation der Zellen zur Herstellung des 
erf indungsgemafien FV-Vektors (beispielsweise uber CaP0 4 - 
Prazipitation, Liposomen oder Elektrotransf ormation etc.) und 
zur phanotypischen Selektion von Transf ormanten sind auf dem 
Fachgebiet bekannt . 

Nach erf olgter Vermehrung konnen die erf indungsgema^en FV- 
Vektoren in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen Patienten 
oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren eingefuhrt 
werden. Das FeFV (und somit auch das davon abgeleitete Plasmid 
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pFeFV-7) kann in Zellen humanen Ursprungs repl i zieren . Das das 
FeFV diese humanen Zellen auch infizieren kann, sind keine 
absolut essentiellen Veranderungen des Plasmids pFeFV und 
seiner Derivate fur die Replikation und Applikation in humanen 
Zellen und den Menschen notwendig. Fur die ex-vivo Applikation 
kommen die vorgenannten Verfahren sowie Co-Kultivierung mit 
Vektor-produzierenden Zellen und direkte Infektion mit dem 
retroviralen Vektor in Frage . Fur die in-vivo Applikation 
kommen in Frage: als DNA durch die Gen-Gun; Liposomen-Technik; 
als freies Retrovirus systemisch (z.B. intravenos) , lokal 
(z.B. direkt in einen Tumor oder das lymphatische Organ) oder 
in Form eines Aerosols fur den Respirations trakt . Es konnen 
analog auch die Vektor-produzierenden Zellen verabreicht 
werden . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch Zellen und 
transgene Tiere (d.h. Sauger, die bezuglich der mittels des 
erf indungsgemafien FV-Vektors eingeschleus ten DNA-Sequenz 
transgen sind) . Verfahren zur Herstellung solcher transgener 
Tiere konnen beispielsweise in WO 91/08216 oder Schenkel, Jo- 
hannes, 1995, Transgene Tiere, Spektrum Akad . Verlag, 
Heidelberg gefunden werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Arzneimittel , die 
die vorstehend beschriebenen FV-Vektoren enthalten. Diese 
Arzneimittel enthalten gegebenenf al 1 s zusatzlich einen 
pharmazeutisch vertraglichen Trager. Geeignete Trager und die 
Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann 
bekannt. Zu geeigneten Tragern zahlen beispielsweise Phosphat- 
gepufferte Kochsal zlosungen, Wasser, Emulsionen, 

beispielsweise 01 /Wasser-Emuls ionen , Netzmittel, sterile 
Losungen etc. Die Art des Tragers hangt naturlich davon ab, 
wie der erf indungsgemaSe FV-Vektor verabreicht werden soil. 
Die geeignete Dosierung wird von dem behandelnden Arzt 
bestimmt und hangt von verschiedenen Faktoren ab, bei- 
spielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des 
Tiers bzw. Patienten, dem Schweregrad der Erkrankung, der Art 
der Verabreichung etc. . 
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Der erf indungsgemaSe FV-Vektor kann beispielsweise auch flir 
die Expression von DNA-Sequenzen , die fur neutralisierende 
Epitope pathogener Erreger codieren, verwendet werden, d.h. er 
kann flir eine Vakzinierung gegeniiber diesen Erregern verwendet 
werden. Dies ist vor allem hinsichtlich solchen infektiosen 
Erkrankungen, beispielsweise bei Katzen, interessant, fur die 
bisher keine geeigneten Impfstoffe zur Verfiigung standen. In 
diesem Zusammenhang ist zu beachten, daS es sich bei den 
exprimierten Epitopen um therapeut ische (immunologisch) 
wirksame Domanen handelt und die Vakzinierung nicht z.B. zu 
einer Immunpathogenese bei nachf olgender Virus-Challenge 
f iihrt . Beispielsweise kann die Fremd-DNA-Sequenz fur neutra- 
lisierende Epitope des felinen Immundef izienz virus (FIV) 
codieren. Dabei wird ein FV-Vektor erhalten, der die 
effiziente Vakzinierung von Katzen gegeniiber FIV erlaubt. 
Andere geeignete Fremd-DNA sind virale Env-Ober f lachendomanen 
oder T-Zellepitope von viralen Struktur- oder 
Nichts trukturproteinen . Wie bereits oben ausgef iihrt ist die 
Verwendung der erf indungsgemafien Gegenstande aber keineswegs 
auf die Vakzinierung beschrankt, sondern stellt allgemein ein 
Vehikel fur die Gentherapie dar. 

Um die Prakt ikabi 1 i tat von FeFV-basierten Vektoren zu 
demons tri eren , wurden die fur die Virus -Neutral i sat ion 
relevanten Epitope des von den Erfindern verwendeten Isolats 
FUV durch die entsprechenden Sequenzen eines Isolats 951-ahn- 
lichen FeFV-Virus (Flower et al . , 1985, Arch. Virol. 83, S. 
53) ausgetauscht . Das genetisch modif izierte Virus ist 
repl ikationskompetent und wird aufgrund des Austausches von 
Neutralisations-relevanten Epitopen nicht mehr durch Seren 
gegen das FeFV-FUV-Isolat neutral i s iert werden. Dieses 
genetisch modif izierte, nun 951-ahnliche FeFV kann eventuell 
aufgrund seiner distinkten immunologischen Charakt ieristika in 
Katzen (oder Menschen) dann als gentherapeutischer Vektor 
eingesetzt werden, wenn bereits eine humorale Immunitat gegen 
den urspriinglichen , FUV-ahnl ichen Vektor, vorliegt. Eine 
solche Situation kann vorliegen, wenn der therapeutische 
Einsatz des Vektors wiederholt durchgefiihrt werden muS. Somit 
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kann die Ver f iigbarkei t der immunologisch distinkten FeFV- 
Vektoren einen wesentlich flexibleren Einsatz dieser 
rekombinaten Viren in der Therapie erlauben. Therapeutische 
Applikationen sind trotz bestehender Immunitat gegen ein FeFV- 
Virus-Isolat immer noch mit dem anderen FeFV-Serotyp moglich, 
was ein Vorteil ist, den keines der anderen retroviralen 
Vektorsys teme aufweist. 

Der erfindungsgemafie FV-Vektor ist j edoch nicht nur fur die 
Gentherapie/Vakzinierung von Tieren, beispielsweise Katzen 
geeignet, sondern auch fur entsprechende Therapien beim 
Menschen. Aufgrund der Tatsache, daS (a) mit dem vorstehend 
beschriebenen erf indungsgemaSen FeFV-Vektor Katzen gegen FIV 
geimpft werden konnen und (b) die FIV-Inf ektion der Katze 
molekularbiologisch und pathogenetisch sehr stark der HIV- 
Infektion des Menschen ahnelt (siehe beispielsweise dazu Elder 
et al . , Aids Research and Human Retroviruses 14_ (1998), 797- 
801) , kann davon ausgegangen werden, da£ der erf indungsgema^e 
FV-Vektor nicht nur zur Gentherapie beim Menschen hinsichtlich 
beispielsweise der Einfiihrung von Tumorsuppressorgenen 
geeignet ist, sondern auch zur Durchf iihrung einer 
Schut z impf ung gegenuber HIV von Nutzen ist. Fur die 
Vakzinierung gegen die HIV- Inf ektion bieten sich primar T-Zell 
Epitope und Sequenzen der HIV Struktur- und 
Nichtstrukturproteine an, die einerseits immunrelevante 
Epitope tragen und gleichzeitig zumindest moderat konserviert 
sind. Von den Erfindern wurde bestatigt, da£ feline und humane 
Zellen den erfindungsgemaSen Vektor replizieren, und 
rekombinante Vektorpart ikel werden in beiden Zelltypen (z.B. 
feline CRFK-Zellen, humane 293T-Zellen) gebildet. 

Schliefelich betrifft somit die vorliegende Erfindung auch die 
Verwendung des erf indungsgemaSen FV-Vektors zur Vakzinierung, 
vorzugsweise gegenuber FIV bei Katzen oder HIV beim Menschen. 

Die Figuren zeigen : 



Fig 1: 



Schematische Darstellung der Organisation des FeFV- 
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Provirus 

Nucleinsaure-Sequenz und abgeleitete 
Aminosauresequenz von FeFV (Winkler et al . , J. of 
Virology, Vol. 71, No. 9, Sept. 1997, S. 6727-6741) 

Karte des Clons pFeFV-7 (Lange: 14.463 bp) 
Die pAT153 und die FeFV entsprechenden Anteile sind 
gekennzeichnet . Aufeerdem sind die Positionen der 
wichtigsten Restriktionsschni ttstellen angegeben . 

Die nachstehenden Beispiele veranschaul ichen die Erfindung. 

Beispiel 1 

Herstellung eines FeFV-Vektors (pFeFV-7) 

Die Gewinnung von FeFV- Iso la ten , die DNA-Extrakt ion , die 
Konstruktion von rekombinanten FeFV-DNA-Clonen und die Analyse 
dieser Clone erf olgte im Prinzip wie in Winkler er al . , 
J. Virol. 71 (1997), 6727-6741, beschrieben. FeFV-DNA- Sequenzen 
von den Nucleotidposi tionen 5118 bis 7431 wurden durch "long- 
template PCR" unter Verwendung spezifischer Primer und der DKFA 
von mit FeFV infizierten "Crandell " -Katzennierenzellen (CRFK- 
Zellen) durchgef uhrt . Die Primer sind: 



5118 : 


5 


- CCTCATGCTTACGGGAATAATCTGGCTG - 3 ' 


( forward) 


7431 : 


5 


-GAATAGCATACCAGAGCCTACAGGGCTC- 3 ' 


( reverse ) 


7163 : 


5 ' 


-CCAATTGGACAAGAGTAGAATCCTATGG-3 ' 


( forward) 


9057 : 


5 ' 


-TTCTCCAAGGAGCTGCAGCCACTCTGG- 3 ' 


( reverse ) 


5775 : 




5 ' -TTTGCTCAGTGGGCAAAGGAAAGGAATATACAATTGG 






( forward) 





10522 : 5 ' - GTTGACACTGATTTATATGGCACAATAATTCCTCTC - 3 



( reverse ) 

Die erhaltene amplif izierte DNA wurde in pCRII-Vektoren (Fa. 
Invitrogen, Niederlande) mittels iiblicher Verfahren cloniert. 
Korrekte recombinante DNA- Clone wurden mit Ndel (in FeFV) und 
Ecll36ll (im pCRII-Vektor ) geschnitten und das erhaltene 



Fig. 2 : 



Fig. 3 : 
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Fragment von etwa 2,3 kbp wurde in den FeFV-DNA-Clone 7 (der 
mit Clal gespalten, danach mittels Kl enow- Polymerase mit 
glatten Enden versehen und schlie£lich mit Ndel geschnitten 
worden war) inseriert. Clone 7 enthalt FeFV-DNA-Sequenzen von 
den Nucleotidpositionen 17 bis 5811 (Winkler et al . , 1997). 
Durch diese Clonierung wurden FeFV-Clone erhalten, die sich 
von der Nucleot idposi tion 17 bis 7431 erstreckten (Clone 24 
und 28) . 

Gleichzeitig wurde die FeFV- Insertion aus den rekombinanten 
Clonen 4,6 und 8, die FeFV-DNA-Sequenzen von den 
Nucleotidpositionen 8636 bis zum 3'-Ende des 3 'LTR enthielten 
(Winkler et al . , 1977), in den Vektor pBluescript KS (Fa. 
Stratagene, Heidelberg) subcloniert, wobei die gemeinsamen 
f lankierenden Res trikt ionsenzymschni tts tel len des Polylinkers 
verwendet wurden. In den erhaltenen Clonen 5,7 und 15 
schlieSen sich an das 3 'Ende des Genoms Clal- und Apal- 
Schnittstellen von den PCR-Primern und der Polyl inkers telle 
des Vektors an. FeFV-DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 
7163 bis 9057 wurden durch " long- template PCR" unter 
Verwendung der oben genannten Primer amplifiziert und in das 
Plasmid pCRII wie vorstehend beschrieben cloniert, wobei der 
Clone V erhalten wurde. 

Zur Herstellung eines Clons, der die vollstandige provirale 
DNA enthalt, warden die folgenden clonierten, vorstehend 
beschr i ebenen DNA-Fragment e in einer Dr ei f achl i ga t i on 
miteinander verknupft: Das Apal ( Vektorschni ttstelle ) / Pml I- 
Fragment der Clone 24/28 + das Pml 1/ Ps 1 1 -Fragment der Clone V 
+ das Pst I /Apal -Fragment der Clone 5, 7 und 15. 

Die erhaltenen DNA- CI one waren genetisch stabil und enthielten 
FeFV-DNA von den Nucleotidpositionen 17 bis 11700 als 
Insertion im pBluescript-Vektor . Die FeFV- Insertion zwischen 
den EagI- und Clal-S tellen , die die FeFV-DNA flankieren, 
wurden dann in den entsprechend geschni t tenen Vektor pAT153 (= 
"high copy-number" Deletionsmutante von pBR3 22; Twiggs und 
Sherrat, 1980, Nature 283, S. 216) subcloniert. 
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Verschiedene, unabhangig erhaltene Clone wurden nach 
Transfektion in FeFV- permissive eukaryontische . CRFK-Zellen 
analysiert; es zeigte sich jedoch ein geringe Inf ektiosi tat . 
Clone 13 zeigte eine moderate virale Inf ektiosi tat und wurde 
daher zur vollstandigen Restaurierung der Inf ektiositat 
verwendet . FeFV-DNA-Seguenzen von den Nucleotidposi tionen 5775 
bis 10522 wurde mittels " long- template PCR" unter Verwendung 
der oben genannten Primer amplifiziert und direkt mit BstZ17I 
(Nucleotidposition 5980) und Bsal (Nucleotidposi tion 10137) 
geschnitten. Das erhaltene DNA-Fragment mit einer Lange von 
etwa 4,2 kbp wurde zum Austausch der entsprechenden Sequenzen 
des Clons 13 {mit vol Istandiger Lange) verwendet. Nach 
Transfektion in CRFK-Zellen zeigte sich, daS der erhaltene 
FeFV-Clone pFeFV-7 voll infektios und genetisch stabil war. 
Das erhaltene recombinante FeFV-Virus war von nichtclonierten, 
aus Zellkulturen erhaltenen Viren nicht unterscheidbar . pFeFV- 
7 wurde am 23 . November 1998 unter der Nummer DSM 12514 bei 
der DSMZ , Mascheroder Weg 2, Braunschweig hinterlegt . 

Beispiel 2 

Herstellung einer Neutralisations -resistenten Variante von 
pFeFV-7, die heterologe Sequenzen des FeFV-Serotyps 951 in 
Katzenzellen exprimiert 

Urn die Prakt ikabi 1 i ta t von FeFV-bas ier t en Vektoren zu 
demons trieren , wurden die fur die Virus-Neutralisation 
relevanten Epitope des oben beschriebenen FeFV-7 Isolats durch 
die entsprechenden Sequenzen eines Isolat 9 51-ahnl ichen FeFV- 
Virus {Flower et al . y 1985 , Arch. Virol. 83, 53) ausgetauscht . 
Dabei wurde wir folgt vorgegangen: 

Die Env DNA-Sequenzen des FeFV- Isolats 951 wurden aus DNA von 
FeFV-95 1 - inf i zierten CRFK-Zellen mit dem forward-Primer 5- 
GACATACCTGAAGATATTC-3 ' ( Position 6418) und dem reverse- Primer 
5 ' -CGACTTGTACCAGGCCTATTCCTGG-3 ' (Position 9901) mittels PCR 
amplifiziert. Das Amplifikat wurde mit der Res triktionsendo- 
nuklease Kpnl verdaut und das ca . 3,5 kB grofie DNA-Fragment 
isoliert. Parallel wurde der oben beschriebene FeFV-Vektor 
pFeFV-7 mit Kpn verdaut und das dem Vek tor-Backbone 
ent sprechende DNA-Fragment isoliert. Beide DNAs wurden 
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miteinander ligiert und die Rekombinanten identi f i z ier t , bei 
denen die FeFV-951 env DNA- Sequenzen in der korrekten 
Orientierung in pFeFV-7 insertiert worden waren . Der 
resultiernden DNA-Klon pFEFV-7/951 ist genetisch stabil . Nach 
Transfektion in CRFK-Zellen ist das Proteinexpressionsmus ter 
dieses Klons nicht von dem Wildtyp-Klon pFeFV-7 
unterscheidbar . Plasmid pFeFV-7/951 induziert die Synthese 
infektioser FeFV-Part ikel . 

Das genetisch modif izierte Hybrid pFeFV-7/951 ist 
replikationskompetent und wird auf grund des Aus tauschs von 
Neutralisations -relevant en Epitopen nicht mehr durch Seren 
gegen das FeFV-Isolat neutral is i ert . Dies wurde in 
Neutralisationsstudien gezeigt: Seren, die gegen das FEFV- 
Isolat gerichtet sind, neutralisieren Nachkommen des Plasmids 
pFeFV-7, nicht aber Viren des Klons pFEFV-7/951. Seren gegen 
das FeFV-Isolat 951 neutralisieren entsprechend Viren des 
Klons pFeFV-7/951, nicht jedoch voiti Plasmid pFeFV-7. 

Es wurde in diesem Beispiel somit ein chimarer Hybridvektor 
konstruiert, der heterologe Protein-Sequenzen effizient und 
stabil exprimiert. Zudem wurde erstmals ein Vektorpaar 
(Plasmids pFeFV-7 ind pFeFV-7/951) konstruiert, das keine 
kreuzneutralis ierenden Antikorper induziert. 

In einer therapeutischen Anwendung beider Vektoren kann also 
zuerst ein Serotyp (z.B. FeFV-7) fur den Transfer des 
therapeutischen Gens eingesetzt werden. Etabliert der Patient 
eine neutralisierende Seroreaktivitat gegen diesen Vektor- 
Serotyp, kann der andere Serotyp (in diesem Fall pFeFV-7/951) 
eingesetzt werden, gegen den keine neu t r a 1 i s i er enden 
Antikorper vorliegen. Therapeutische Appl ikat ionen waren trotz 
bestehender Immunitat gegen ein Virus-Isolat immer noch mit 
dem anderen Serotyp moglich. Dies ist ein Vorteil, den kein 
anderes retrovirales Vektorsystem aufweist. 
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Patentanspriiclie 

1. Retroviraler Vektor zur Einfiihrung einer gewiinschten, 
exprimierbaren DNA in eine Saugerzelle, wobei der 
retrovirale Vektor folgende Sequenzen umfai^t: Eine erste 
DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript mindestens eines 
Teils eines felinen Foamyvirus (FeFV) entspricht, und 
eine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt . 

2. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1, wobei in dem Vektor 
weiter eine gewiinschte exprimierbare Fremd-DNA enthalten 
is t 

3. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
erste DNA-Sequenz das reverse Transkript des gesamten 
Foamyvirus umf afit . 

4 . Retroviraler Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , 
wobei die erste DNA-Sequenz sowohl die 5 ' LTR als auch die 
3 ' LTR eines Foamyvirus umf afit . 

5. Retroviraler Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei die zweite DNA-Sequenz in den 5 'LTR-Bereich 
und/oder 3 'LTR-Bereich des Foamyvirus inseriert ist. 

6. Retroviraler Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 5, der 
zusatzlich ein Gen enthalt, das einen nachweisbaren 
phanotypischen Marker codiert . 

7. Retroviraler Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
wobei die zweite DNA-Sequenz fur neutralisierende Epitope 
des felinen Immunde f i z i enz v i ru s (FIV) oder des 
menschlichen Immundef izienzvirus (HIV) codiert. 

8. Retroviraler Vektor nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
wobei die erste DNA-Sequenz jene des bei der DSMZ am 23. 
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November 1998 hinterlegcen Plasmids pFeFV-7 { DSM 12514) 
ist . 

9. Plasmid, den retroviralen Vektor nach einem der Anspruche 
1 bis 8 enthaltend. 

10. Zelle, das Plasmid nach Anspruch 9 enthaltend. 

11. Zelle nach Anspruch 10, die eine Tierzelle ist. 

12. Zelle nach Anspruch 11, die eine Saugerzelle ist. 

13. Transgenes Tier, den retroviralen Vektor nach einem der 
Anspruche 1 bis 8 oder das Plasmid nach Anspruch 9 
enthaltend . 

14 . Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1 bis 8 
oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Arzneimi ttels zur Vakzinierung . 

15. Verwendung des Vektors nach Anspruch 7 zur Herstellung 
eines Arzneimi ttels zur Vakzinierung von Katzen gegen F1V 
oder Menschen gegen HIV. 

16. Verwendung des Vektors nach einem der Anspruche 1 bis 8 
oder des Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur gentherapeut ischen Behandlung von 
Patienten . 
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PBS 

13 5 6 TGGCGCCCAACGTGGGG CTCCATTGAGTGAAATTTAAATTAAGCTGAGGAGAATAATCCCTAGCGACCTTACCTTACTGAGGAAGGATGGCTCGAGAATT 

Gay H A R E L 

14 5 6 AAATCCTCTCCAATTACAGCAAGTGTATATAAATAATGGCTTACAACCTAATCCAGGACATGG AGATATTATTGCTGTCAGATTTACAGGAGG ACCTTGG 

NPLC/LCCLYINNGLQPNPGHGDI IAVRFTGG P W 

1556 GGTCCAGGTGATAGATGGGCTAGAGTGACAATACGATTACAAGATAACACAGGACAACCTTTACAGGTTCCTGGATATGATTTGGAACCTGGGATAATAA 
GPGDRWARVTIRLHDNTGQPLOVPG'i'DLEPGIIN 

16 5 6 ATTTGAGAGAGGATATCTTGATAGCAGGGCCATATAATTTAATAAGAACTGCCTTTTTGGACTTAGAGCCTGCCAGAGGACCTGAAAGGCATGGTCCCTT 

LREDI LIAGPYNLIRTAFLDLE PARGPERHG PF 

17 5 6 TGGAGATGGCAGATTACAGCCTGGAGATGGTTTATCTGAAGGATTTCAACCTATCACTGATGAAG AAATACAAGCAG AAGTAGGAACTATTGGTGCTGCT 

GDGRLQPGDGLSEGFQPITDEEIQAEVGTIGAA 

18 5 6 AGAAATGAGATAAGATTATTACGAG AAGCTTTACAGAGATTACAAGCTGGAGGTGTGGGTAGACCTATACCAGGAGCAGTTTTACAACCACAACCAGTAA 

RNEIRLLREALQRLQAGGVGRP I PGAYLQPQPVI 

1956 TAGGGCCGGTAATACCAATTAATCATCTTAGGTCGGTTATTGGCAATACTCCACCAAATCCACGAGATGTCGCCCTATGGCTTGGAAGATCTACAGCCGC 
GPVIPINHLRSVIGNTPPNPRDVALWLGRSTAA 

2 05 6 TATTGAAGGAGTATTTCCCATAGTGGACCAAGTCACTCGTATGAGGGTAGTTAATGCCTTAGTAGCATCTCATCCCGCCCTAACGTTGACTGAGAATGAG 
I EGVF P I VDQVTRMRVVNALVA £ H PGLTLTENE 

2156 GCCGGGAGCTGGAATGCTGCCATATCAGGTTTATGGAGGAAAGCTCACGGTGCTGCAGCTCAGCATGAATTGGCAGGAGTATTAAGTGATATTAATAAAA 
AG3WNAAI5ALWRKAHGAAAQHELAG7LSDINKK 

2 2 5 6 AGGAAGGCATACAAACTGCATTCAACCTAGGAATGCAATTTACAGATGGAAACTGGTCCTTAGTATGGGGAATAA.TCAGGACTCTTTTACCAGGACAAGC 
EGI QTArNLGMQFTDGNWS LVWG I IRTLLPGQA 

2 3 5 6 CCTAGTAACCAATGCTCAGTCACAATTTGACCTAATGGGAGATGATATACAACGAGCAGAAAATTTCCCCAGGGTCATTAACAATCTATACACTATGCTG 
LVTNAQSQFDLMGDDI Q R A ENF P R V I N N L Y T M L 

2 4 5 6 GGTCTCAATATACATGGGCAAAGTATTAGACCTCGGGTCCAAACACAGCGACTACAAACTCGACCCCGGAACCCGGGACGATCTCAACAAGGTCAACTAA 
GLNIHGQSIRPRVQTQPLQTRPRNPGRSQQGQLN 

2 5 5 6 ATCAGCCGAGACCCCAAAATAGAGCTAACCAATCTTATAGACCCCCTAGACAACAACAGCAACACTCTGATGTTCCCGAAGAGAGAGATCAGAGAGGACC 
QPRPQNRANQSYRPPRQG/QQHSDVPEORDQRGP 

2 6 5 6 GTCGCAACCTCCTCGTGGAAGTGGAGGAGGATATAATTTTAGAAGAAATCCGCAGCAGCCTCAGCGCTACGGCCAAGGACCACCAGGACCAAACCCGTAC 
SQPPRGSGGGYNFRRNPQQPQRYGQGPPGPNPY 

2 7 5 6 CGACGATTCGGAGACGGCGGTAATCCTCAACAGCAGGGACCACCACC AAACCGAGGGCCTGATCAAGGACCTCGGCCAGGAGGCAATCCCAGAGGAGGAG 

RRFGDGGNPQQQGPPPNRGPDQGPRPGGNPRGGG 

2 8 5 6 GAAGAGGTCAAGGTCCAAGAAATGGAGGAGGAAGCGCTGCCGCAGTACATACAGTAAAAGCGTCTGAAAACGAAACTAAAAATGGATCTGCTGAAGCCGT 

Pol M D L, L X PL 
RGQGPRNGGGSAAAVHTVKASENETKNGSAEAV 

2 9 5 6 TGACGGTGGAAAGAAAGGGGGTAAAGATTAAAGGTTACTGGGACTCCCAAGCCGATATTACCTGTGTTCCAAAGGACTTGCTTCAAGGAGAAGAACCTGT 

TVERKGVK I KGYW D S Q A DI TCVPKDLLQGEEPV 
DGGKKGGKD 

3 05 6 TAGGCAGCAAAATGTGACTACTATACATGGAACGCAGGAAGGAGATGTATATTATGTAAATTTAAAAATAGACGGTAGAAGAATTAATACAGAAGTAATA 

RQQNVTTI HGTQEGDVYYVNLK I DGRR INTEV I 

3 15 6 GGGACAACTTTGGACTATGCTATTATAACTCCTGGAGATGTACCTTGGATTTTG AAGAAACCTCTAG AATTGACTATTAAACTAGATTTAGAAGAGCAGC 

GTTLDYAIITPGDVPWILKKPLELTIKLDLEEQQ 

3 2 5 6 AAGGGACTTTACTTAACAATTCCATTTTATCTAAAAAAGGGAAAGAAGAATTAAAACAATTATTTGAGAAATATAGTGCCTTATGGCAAAGTTGGGAGAA 
GTLLNNSILSKKGKEELKQLFEKYSALWQSWEN 

3 3 5 6 TCAGGTGGGTCATAGAAGAATTAGGCCACATAAAATAGCAACTGGTACAGTAAAACCCACACCTCAGAAACAGTATCATATTAATCCAAAGGCAAAACCT 
QVGHRRIRPHKIATGTVKPTPQKQYHIMPKAKP 

3 4 5 6 GATATTCAGATTGTGATAAATGATTTACTAAAACAAGGGGTACTAATTCAAAAGGAAAGTACTATGAACACTCGTGTCTACCCAGTACCCAAGCCAAATG 
DIOIVINDLLKQGVLIQKESTMNTPVYPVPKPNG 

3 5 5 6 GTCGCTGGAGAATGGTACTGGACTACAGAGCAGTAAATAAAGTCACACCTTTGATAGCTGTACAAAATCAACACTCGTATGGAATTTTAGGAAGTCTTTT 
RWRMVLDYRAVNKVTPLIAVQNQHSYGILGSLF 

3 6 5 o TAAAGGTAGATATAAAACTACAATTGATTTATCCAATGGTTTCTGGGCACACCCCATAGTCCCAGAGGATTATTGGATTACTGCATTCACTTGGCAAGGA 
KGRYKTTIDLSNGFWAHPIVPEDYWITAFTWQG 

3 7 5 6 AAACAATATTGTTGGACTGTTTTACCACAAGGTTTTTTAAACAGCCCTGGGTTGTTTACTGGAGATGTTGTAGATCTTCTACAGGGAATTCCCAACGTGG 
KQYCWTVLPQGFLNS PGLFTGDVVDLLQG I PNVE 

3 8 5 6 AAGTCTATGTGGACGATGTATATATTAGTCATGATTCTGAAAAAGAACATTTGGAATATCTGGATATTTTGTTTAATAGATTAAAAGAAGCAGGATATAT 
V Y V V D VY I SHDSEKEHLEYLDI LFNRLKEAG Y I 

3 9 5 6 AATATCTCTTAAAAAATCCAATATTGCCAATTCTATTGTGGATTTTCTTGGTTTTCAGATTACTAATGAAGGCCGGGGCGTGACAGATACTTTTAAAGAA 
LXKSNIANS 1VDFLGFQ I TNEGRGLTDTFKE 



7 f? 



4 0 5 6 AAATTGGAAAATATTACTGCCCCTACCACTCTTAAACAAT'TGCAAAGCATACTAGGTCTTTTAAATTTTGCCAGAAATTTTATTCCTGACTTTACTGAAT 
KLENITAPTTLKQLCSILGLLNFARNFIPDFTEL 

415 6 TAATTGCTCCTTTATATGCATTGATACCAAAGTCTACCAAGAATTATGTTCCTTGGCAAATAGAACATTCAACCACTCTGGAAACTTTAATTACTAAACT 
lAPLYALIPKSTKNYVPWQIEHSTTLETLITKL 

4 2 5 6 AAACGGGGCAGAATATTTACAAGGAAGAAAAGGAGATAAAACATTGATCATGAAAGTCAATGCTAGTTATACAACAGGATATATAAGGTATTATAATGAA 
N G A E Y L 0 G R K G D K T L I K K V N A G Y T T G Y I R Y Y N E 

4 3 5 6 GGGGAAAAGAAGCCAATATCCTATGTAAGTATAGTGTTCAGCAAAACTGAATTGAAATTCACTGAACTAGAGAAATTGCTGACCACTGTGCACAAGGGTC 
GEKKPISYVSIVF5KTEL KFTELEKLLTTVHKGL 



Fig. 2 
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4 4 5 6 TTTTAAAGGCCTTGGACTTGTCAATGGGGC AAAACATTCATGTTTATTCCCCCATTGTATCCATGCAAAATATTCAAAAAACACCACAGACTGCTAAAAA 

L K A L D L S M G g H I H V V 5 P I V S M Q N I Q K T P Q T A K K 

4 5 56 GGCTTTGGCCTCTCGATGGTTGAGTTGGCTTTCTTATTTGGAAGATCCGAGAATTAGGTTCTTTTATGATCCACAGATGCCTGCTCTAAAAGATTTGCCT 
ALASRWLSWLSY^EDPRIRFFYDPQMPALKDLP 

4 6 5c GCTGTAGACACCGGAAAAGATAATAAAAAACATCCTAGCAATTTTCAACATATATTTTACACTGATGGTTCTGCTATCACGTCCCCTACTAAGGAGGGAC 
AVDTGKDNKKHPSNFQHIFYTDC5AITSPTKEGH 

4 7 56 ATTTAAACGCTGGAATGGGAATAGTTTATTTTATAAACAAAGATGGAAATTTACAAAAGCAACAGGAATGGTCCATTAGTTTGGGGAATCATACAGCACA 
LNAGMGIVYFINKDGNLQKQCEWSISLGNHTAQ 

4 8 56 ATTTGCAG AAATAGCTGCTTTTGAGTTTGCCCTTAAAAAATCTTTGCCTTTGGGAGGAAACATTCTTGTGGTTACTGAC AGCAATTATGTTGCAAAAGCA 

FA E I AAFE FALKKC LP LGGNI LVVTDSNYVAKA 

4 9 56 TATAATGAGGAACTTGATGTTTGGGCCTCTAATGGCTTTGTGAATAACAGGAAGAAACCTTTGAAACATATTAGTAAATGGAAATCGGTTGCTGACCTTA 

YNEELDVWASNGFVNNRKKPLKHISKWKSVADLK 

50 5 6 AAAGATTAAGGCCAGATGTTGTTGTGACCCATGAGCCAGGTCACCAAAAACTTGACTCATCTCCTCATGCTTACGGGAATAATCTGGCTGATCAACTGGC 
RLR PDVVVTHEPGHQK LDSS PHAYGNNLAOQLA 

515 6 CACGCAAGCCAGTTTTAAAGTACATATGACTAAAAATCCCAAGCTGGACATTGAGCAAATAAAGGCAATTCAAGCATGTCAAAATAATGAAAGATTACCT 
TQASFKVHMTKNPKLDIEQIKAIQACQNNERLP 

5 2 5 6 GTTGGTTATCCAAAACAATATACCTATGAGTTGCAAAATAATAAATGTATGGTTTTAAG AAAAGACGGTTGGAGGGAAATTCCTCCTTCCCGAGAACGGT 

VGYPKQYTYELQNNKCMVLRKDGWREIPPSR ERY 

53 56 ATAAACTTATTAAAGAAGCACATAACATTAGTCATGCAGGCCGAGAAGCCGTGTTATTAAAAATACAAGAAAATTATTGGTGGCCAAAAATGAAGAAAGA 
KLIKEAHNrSHAGREAVLLKIQENYWWPKMKKC 

5 4 5 6 TATATCATCTTTTCTTTCTACATGTAATGTATGTAAGATGGTAAATCCTTTGAATTTGAAACCTATTAGCCCTCAAGCTATTGTACACCC AACCAAACCT 

ISSFLSTCNVCKMVNPLNLKPISPQAIVHPTKP 

5 5 5 6 TTTGATAAATTTTATATGGATTACATTGGGCCATTGCCACCATCAGAAGGTTATGTGCATGTTTTAGTTGTGGTAGATGCTGCCACTGGATTTACTTGGT 
FDKFYMDYIGPLPPSEGYVHVLVVVDAATGFTWL 

5 6 5 6 TGTACCCCACTAAGGCTCAAACCTCCAAGGCCACAATTAAAGTTCTTAATCATCTCACTGGACTAGCAATTCCAAAGGTGCTGCATTCTGATCAAGGATC 
YPTKAQTSKATlKVLNHLTGLAIPt'VLHS D Q G S 

57 5 6 AGCATTTACTTCTGAAGAATTTGCTCAGTGGGCAAAGGAAAGGAATATACAATTGGAATTCAGTACTCCTTACCACZCTCAAAGTAGTGGGAAAGTGGAA 

AFTSEEFAQWAXERNIQLEFSTPYHPQSSGKVE 

58 5 6 AGGAAAAACAGTGAAATTAAGAAACTTTTAACTAAGCTCTTGGTTGGGAGGCCTTTAAAGTGGTATAACCTTATATCCAGTGTGCAACT'TGCTCTAAATA 

RKNSEIKKLLTKLLVGRPLKWYNLISSVQLALNN 

5 9 5 6 ACACTCATGTTGTCAGCACCAAGTATACTCCTCATCAACTAATGTTTGGAATTG ATTGTAATTTACCATTTGCTAATAAGGATACCTTGGACTGGACAAG 

THVVSTKYTPHQLM FG I DCULPFANKDTLDWTR 

605 6 AGAAGAAGAACTTGCTCTCTTGCAGGAAATTCGTGAATCTTTACAACACCCTGTACAACCCCCCACCTGCTCTGGTTGGTCACCATACGTTGGCCAGCTG 
EEELALLQEIRESLQHPVQPPTCSGWSPYVGQL 
2 . PPT 

615 6 GTCC AGGAGAGGG TGTACAGGCCGTCACAATTAAGGCCTAAGTGGAGGAAGCCTACAAAGGTCTTGGAAATATTGAATCCTAGAACTGTGATTATAGTGG 
VQERVYRPSQLRPKWRKPTKVLEILNPRTVIIVD 

62 5 6 ACCATCTAGGCCAACGGAAATCTGTGAGTATTGACAATTTAAAACCTACAGCACACCAGCATAATGGAACAAGAACATGTGATGACCCTGAAGGAATGGA 

HLGQRKSVSIDNLKPTAHQHNGTRTCDDPEGMD 

Env HEQEHVMTLKEWM 

63 5 6 TGGAATGGAATGCTCACAAACAACTACAGAAACTTCAGTCGACTCATCCTGAGTTGCATGTTGACATACCTGAGGAT7\TTCCTTTAGTACCAGAGAAGGT 

GMEC SQTTTETSVDSS 
EWNAHKQLQKLQSTHPELHVDIPEDIPLVPEKV 

64 5 6 ACCTTTGAAAATGAGGATGCGATATAGATGTTATACTTTGTGTGCTACTTCTACTAGAATAATGTTTTGGATACTATTCTTTCTTCTATGTTTTTCAATA 

PLKMRMRYRCYTLCATSTRIMFWILFFLLCFSI 

6 5 5 6 GTTACCTTGAGTACAATTATAAGTATTCTTAGATATCAATGGAAAGAAGCAATAACACATCCTGGCCCAGTCTTAAGCTGGCAGGTGACTAATTCACATG 

VTLSTI I SI LRYQWKEA I THPGPVLSWQVTNSHV 

6 6 5 6 TAACCATGGGAGGAAATACTTCCTCTTCCTCCAGACGGAGACGTGATATACAATACCACAAACTTCCCGTAGAGGTTAACATCTCAGGGATCCCAC AAGG 

TMGGNTSSSSRRRRDI QYHKLPVEUN I SGIPQG 

67 5 6 TCTTTTCTTCGCACCTCAACCAAAACCTATATTTCACAAAGAAAGAACTTTAGGTCTTTCTCAAGTGATTCTTATTGACTCTGATACTATTACTCAAGGT 
LFFAPQPKP I FHKERTLGLSQVILIDSDT I T Q G 

6 8 5 6 CATATTAAACAAC AGAAAGCATATTTAGTCTCAACAATTAATGAAGAGATGGAGCAATTACAAAAGACAGTATTACCTTTTGACTTACCCATCAAGGACC 

HIKQQKAYLVSTINEEMEQLQKTVLPFDLPIKDP 

6 9 5 6 CTCTAACTCAAAAGGAATACATAGAAAAAAGGTGCTTTCAAAAATATGGACATTGTTATGTTATAGCTTTTAATGGAAAT AAAGTTTGGCCTTCACAAGA 

LTQKEY I EKRCFQKYGHCYVIAFNGNKVWPSQD 

7 05 6 TTTAATACAAGATCAATGTCCATTACCTCCTCGCTTTGGAAATAACTTAAAGTATAGGAACCACACTATATGGAAGTATTATATACCATTGCCATTTAAA 

L I Q D Q C p LPPRFGN' NL.KYRNHT IWKYY I PLPFK 

715 6 GTATCCTCCAATTGGACAAGAGTAGAATCCTATGGTAATATTAGGATAGGCAGCTTTAAAGTTCCTGATGAATTTAGACAAAATGCCACACATGGAATAT 
VSSNWTRVESYGNIRIGSFKVPDEFRQNATHGIF 

72 5 6 TTTGTTCTGATGCACTATATAGTAATTGGTATCCACGTGATCTACCTTCTTCGGTACAACAATCCTTTGCTCAAGCATATATAACAAAGGTACTTATGAA 

CSDALYSNWY PRDLFSSVQQSFAQAY I TKVLMK 

73 5 6 AAGGAAAAAGCAACCTACTTTACGAGATATAGCTTTTCCAAAGGAATTGAGCCCTGTAGGCTGTGGTATGCTATTCAGACCTATTAACCCATATGATATC 

RKKQ PTLRD1AFPKELSPVGSGMLFRPINPYD I 

7 4 5 6 TGTAATATGCCAAGAGCAGT ATTATTATTAAATAAAACATATTATACTTTCTCACTATGGGAAGGAGATTGTGGATATTACC AACACAATCTTACTCTTC 

CNMPRAVLLLNKTYYTFSLWEGDCGYYQHNLTLH 



Fig. 2 (Forts.) 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 




I 

! 
j 



i 



j 





WO 00/36130 PCT/DE99/04052 

4/6 

7 5 56 ATCCCGCATGTAAGAACTTCAATAGAACTAGACAAGACCATCCATATGCTTGCAGATTTTCGAGAAACAAGTATGACTCTGAGTCAGTGCAATCCTATAA 
PACKNFNRTRQDHPYACR FWRNKYDSESVQCYN 

7 6 5 6 TAATGATATGTGTTATTATAGACCTTTGTATGATGGAACTGAGAATACTGAGGATTGGGGATGGCTGGCATATACTGACTCTTTTCCATCCCCCATCTGT 
NDMCYYRPLYDGTEiJTEDWGWLAYTDSFPSPIC 

77 5 6 ATTGAAGAAAAGCGAATGTGGAAGAAAAATTATACTCTGTCATCTGTATTAGCAGAATGTGTAAATCAAGCCATGGAATATGGTATAGATGAA.GTATTAT 

lEEKRIWKKUYTLSSVLAECVNQAMEYGIDEVLS 

78 5 6 CCAAACTAGATCTGATATTTGGGAATCTGACTCATCAATCAGCAGATGAGGCCTTCATTCCGGTTAAlTAATTTCACTTGGCCTAGATATGAGAAACAAAA 

kldl i fgnlthqsadeafi pvnnftw pryekqm 

7 9 5 6 taaacaacaaaaaacctcttgtgaaagaaagaaaggtagaagacaaagaaggtccgtaa^ 

kqqktscerkkgrrqrrsvstenlrriqeaglg 

a 0 5 6 ctggccaatgcaattactactgtggctaagatctctgacctgaatgatcaaaaattagccaagggagtacatttgcttagagatgatgttctcactgtaa 
lanaittvakisdlndqklakcvhllrdhvvtlm 

8 1 5 6 tggaagccaatttggatgatattgtgtccctaggagagggaatacaaatagaacatatacataatcacttaacctctttgaaattgcttactttggaaaa 
eanlddivslgegiqiehihnhltslklltlew 

3 2 5 6 TAGAATTGACTGGAGGTTTATAAACGATTCATGGATTCAAGAAGAATTAGGTGTTTCAGATAATATAATGAAAGTAATAAGGA/JlACTGCAAGGTGCATT 
RIDWRFINDSWIQEELGVSDNIMKVIRKTARCI 

3 3 5 6 CCTTAGAATGTCAAACAAACTAGGAATCTAAATAGTTGCACTGCATGGGAAATATATTTATATTATG AGATCATC ATTCCTACCACTATATATACACAGA 

FYNVKQTRNLNTSTAWEI YLYYE I I I PTTIYTQN 

8 4 5 6 ATTGGAATATAAAGAATCTAGGTCACCTTGTAAGGAATGCAGGATATTTATCTAAGGTGTGGATTCAACAACCATTTGAAGTACTAAACCAGG AATGTGG 

WNIKNLGHLVRNAGYLSKVWIQQPFEVLHQECG 

8 5 5 6 AACAAATATATATTTACATATGGAAGAATGTGTTGACCAAGACTATATAATATGTGAAGAAGTAATGGAACTTCCTCCTTGTGGAAATGG AACTGGTTCA 

TN I YLHMEECVDQDYI ICEEVMEL P PCGNGTGS 

8 6 5 6 GACTGCCCAGTGCTAACCAAACCACTTACAGATGAATACTTGGAAATTGAACCCCTAAAGAATGGGAGTTATTTGGTTTTATCAAGTACTACAGACTGTG 
DCPVLTKPLTDSYLEIEPLKNGSYLVLSSTTDCG 

87 5 6 GCATACCAGCTTACGTGCCTGTGGTTATAACGGTGAATGACACAATCAGCTGTTTTGATAAAGAGTTTAAAAGGCCACTTAAACAGGAACTAAAAGTAAC 
IPAYVPVVITVNDTISCFDKEFKRPLiKQELKVT 

8 8 5 6 AAAATATGCACCATCCGTTCCTCAATTAGAACTAAGAGTTCCTCGGTTAACAAGCCTGATTGCAAAAATAAAAGGAATTCAAATAGAAATTACCAGCAGC 
KYAPSVPQLELRVPRLTSLIAK IKG I QI EITSS 

i 

8 9 5 6 TGGGAAACTATAAAAGAGCAAGTCGCAAGGGCCAAGGCAGAGCTTCTACGCTTGGACCTTCACGAAGGAGACTATCCAGAGTGGCTGCAGCTCCTTGGAG 

WETIKEQVARAKAELLRLDLHEGDYPEWLQLLGE 

9 05 6 AAGCAACTAAAGACGTTTGGCCTACAATCTCCAACTTCGTTTCTGGAATAGGTAATTTCATAAAGGACACTGCTGGAGCCATTTTTGGAACTGCCTTTAG 

ATKDVWPTISNFVSGIGNFIKD TAGG IFGTAFS 

915 6 TTTTCTGGGATATGTAAAACCTGTACTTTTGGGATTTGTGATAATATTTTGCATAATTTTAATTATAAAAATCATAGGATGGCTTCAAAATACCCGGAAG 

Bel 1 MASK Y PEE 
FLGYVKPVLLGFVITFCIILI I KIIGWLQNTRK 

92 5 6 AAGGACCAATAACTGAGGGGGTTGAAGAAGATTTTAACTCCCATTCCACTTCTGGTTTGGACCTTACCTCAGGTAATAAAGAAGAACCTTTGATTTCTTT 
GPITEGVEEDFNSHSTSGLDLTSGNKEEPLISL 
K D 0 

9 3 5 6 AGCCCTATTGTCTATGCATACCAGTAAAATTGTTGTTTGGATAAGGGATCACTTTTTTGTAAAAATATTATCCTTTGGAGGGAAGCAAAAGTTGTATTAT 
ALLSMHTSKIVVWIRDHFFVKILSFGGKQKLYY 

9 4 5 6 ATATGCAACCAATGTCATAAAGGAATTCCTGAAAGTGGATACATAACTCTCAATACTAAATATTATCTATATGAG AAAGGACCTACTGAGACTGGCACCA 

I CNQCHKG I PESGY ITLNTKYYLYEKG PTETGTK 

9 5 56 AAGGTCTAACTCTTATGAGAAGGCATGTGCAAAATTCCCCTTGTTTCCTGAACAGTCGGAAAGAATCCGGAACACCCAAGACGGATCCTACTCGTCCTGC 
GLTLMRRHVQNSPCFLNSRKESGTPKTDPTRPA 

i>el 2 OW TVGKHPEHPRRILLVLQ 

9656 AACATCTTATAGCCTATGCCGAAGCGACTATCAAGAAGCAGGATGTTCCCGGCCCACTCCTTCCAATTCTGAGTCCGTATGTAATGGCTTGGGACAACCC 
TSYSLCRSDYQEAGCSRPTPSNSESVCNGLGQP 
HLIAYAEATIKKQDVPGPLLPILSPYVMAWDNP 

97 5 6 TCAGAACGTGGTCACACGTCTGGTGAATCTGGGGGAATCATGGAAGAAGTATCTTTTATCTCCTGGTTGGAAGGATTGTGGGGAGAGGGATTTGACTATG 
S ERGHTSGESGG I MEEVSF I SWL EG L.WGEGFDYA 
QNVVTRLVNLGESWKKYLLSPGWKDCGERDLTM 

9 8 5b CTAACTAGAGAATTGTTGGTACCAGGAATAGGCCTGGTACAAATCGCCGCTACACTTACTAAAACCTATGTGTTAATGTGTAATGGGCGATGTATTACAG 
N 

LTRELLVPGIGLVOIAATLTKTYVLMCNGRCITG 

9 9 5 6 GTTCTAGAACCGACCCAGATTGTGATCCTTTGTTCTGTAAGTTGTTATGCTGGAAACAAAATATACAAGACCCTAGAGAGTGTAACCTAGAAGAATGGTG 

SRTDPDCDPLFCKLLCWKONIQDPRECNLEEWC 

10 0 5 6 CGTGTATAGTCTTGATCCTGAACATGATCCCCTTTGGGATCCAAAAATGATTGTGCGTAGACATAGGAATCTTTTACCTTATTGTATGAGACCCTTTCTC 

L Y .G LDP EH D PL.WD PKM I VRRHRNLL PYCMR PFL 

1015 6 ATTTGGATGAATTATATTTCTCACAATCCTCTTACACAGCAATGTATTATGATGAAAACTTTGAATATGCTTTGGAGAGCACAAGCTGATGATCCAAGTG 
IWMNYISHNPLTUC-CIMMKTLNMLWRAQADDPSD 

PPT U3 

10 2 5 6 ATGTTGCTTCCCTGTATCCCAGAGTCAAAGTTTTTAAGGCATCTCATTTTGACATATTTGGAAGTGCCTCTGGGAACAGT GAGGAGAGGG TGTCATGGGC 
VASLYPRVKVFKA5HFDIFGSASGM SEER V SWA 

1 0 3 5 f. C AAAGAGAATTCTCACAGAGGAGAATACTCTCTGCTGCCATCTAGTGACGATGAGGAAGAAGAAATGTCAGAAAGAGAGG AATTATTGTGCCATATAAAT 

KENSHRGEYSLLPS;JDDEEEEMSER EELLCHIH 
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CAGTGTCAACAAAAGCTCTTTTATCCCGGAGGGACGACTGATGTCCTTGGAATGGAAAGCAATGTTTGGCTCACTAAATTTGTTAATATTAAATTTCCTA 
QCQQKLFY PGGTTDVLGM ESNVWLTKFVNI K F PK 

AAGGAACAAAAGTGATACTTCCTGATGGAAGAAAATTCATAGCCTGTGATCCTGAGCTAAAACC/^TTATTGCAGGAATTGAAATTCTTGGATAGGGCAAC 
GTKVILPDGRKFIACDPELKPLLOELKFLDRAT 

ATCTGAGTCATCTGACTCTGAATAGAAAGCCTGAATTTACCTGGATTATGCAACTTTGTCCGAGGTGGCAGAGTGGTTATGTATCTGTCATACTCGGGGA 
SESSDSE* 

AAGTTTTGTCTTTACATGTTCAAGACATATAAAGGGTGGAAAAATATATTCCTGACTAAACTTCCTGGGGACTAGAGGTGTGGAAACTTTGCTGCCTCTG 

CTTCACGGGAAGTTTrTGGTTCGAATCCTTTTTTAGGTACTTAGTTAAGATAAGTAGTGAATAAATTACTCTCGTTCATGTATTCATATCGAAACTATGT 

ATCCTTTAAAACCATGTATTCTTTAGTCATCTAGATACTTAGAGTATGAAAAAAGAAACTGCAATAGTAACTATCAATGTTAGTAAATAAAGTACAGCTT 

AGTCATCTGATGATGTCACGAGAAAAGAACCTAGAAGAGAAGAACAACTTTCGGCATGCAACAGAGCGGGAGCTTGGTGTAGGAGCTAAGTCACCGTCTT 

ACATCTAGAGCCTACTCTTCTTGAACTGTTCGAATCCTATTTTTGGAACTCTTACATCACCTTTAAGAGACTGAAAAGCATGACTCGTGCACAGGAAGCT 

CCTTTAGGGTAGAGGAAATGTTCTAATCTCCTATCTTAAAGGGTTGCTTCATTTAAGGTTCGAAACTGTGTACTGGAAGTAGATTTTGCATAACTTTAAA 

R 

CTTTTAGTTGCATGTTTCTGCTATTAGCAGCATATAAAAGGGTTATGGTAGATTGTACGGGAGCTCTTCTCACAGACTTGGCTGCGTCCAGGGTGAGATT 

U5 

GAGACTCTCCAGCTTGGGTAAGATTTTGATATGTATTTTGCTTGAATATTATTTGCCTTGCTCAAAATTAAATAAATTGGCTTTTCTTTCACTCAATTGA 
AGCTTCATAT/tATTATATTATTGTCTGAAGCCAGAACTCACATGAGTGGTGTTTCTCTATTCTTGGGGAAAAGTGTTCTTCTATTTGAAAGTGTTAGAGC 
TACTAAGTGAAGAACTAATCTATCCCAGGTATAGGCCACGACA 
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